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Abstract of EP 0114984 (A2) 

1 . Process for the preparation of 3,1 1 alpha- 
dihydroxy-1, 3,5(1 0)-oestratiene derivatives of tlie 
general formula I see diagramm : EP0114984,P4,F1 
in which R represents an alkyi radical having a 
maximum of 4 carbon atoms, characterized in that a 
3-oxo-4-oestrene derivative of the general formula II 
see diagramm : EP0114984,P4,F2 in which R has 
the meaning mentioned above and X and Y together 
represent an oxo group or X represents a hydroxy 
group and Y represents a hydrogen atom, is 
fermented with a culture of Aspergillus ochraceus 
and, when hydroxylation is complete, with a culture 
of Arthrobacter simplex or Bacillus sphaericus. 
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The invention relates to in the claims gekenn drawn methods and the use of the procedure 

products obtained thereby. 

3,lla-Dihydroxy-l,3,5 (10) - ostratrien derivatives of the general formula I according to claim 
1 are important intermediates to the Partialsynthese of pharmacological effective steroids. 

It is known that steroids with aromatic A-ring are little suitable as substrates for 
microbiological conversions (K.Kieslich, steroid Conversions, in R.H. Rose Microbiol. 
Bioconversions, Academic press 1981, 425). At 3-Oxo-#4 or 3-Hydroxy-E - steroiden in high 
yields feasible lla hydroxylation (W. Carney and H.L. Duke, (Microbial transformation OF of 
steroid, Academic do not press 1967) is more transferable on estrone and estradiol. One 
receives the lla hydroxy compounds of the O'^stradlols and Its 18-Alkylhomologen to surprising 
derweise with the help of the invention process in high yields. 

The first reaction step of the Invention process becomes the bottom conditions performed, 
which one travels more conventional with the microbiological hydroxylation of steroids along 
fungus cultures uses. Thus first the most favorable fermentation conditions, like the example 
selection of the most favorable nutrient medium, become the suitable substrate solution or 
suspending agent, the substrate concentration, the technical conditions such as temperature, 
aeration, pH value and the optimum times for Germination, substrate addition and substrate 
contact at the enzyme of the microorganism analytic, in particular thin section- 
chromatographic, determined in general conventional preliminary tests. 

Shown that it is convenient one has itself, to use concentrations of approximately 100 - 2,000 
mg substrate per liter nutrient medium. The pH value preferably becomes on a value within 
the range of 5 - 7 adjusted. The breeding temperature lies within the range of 20 - 40 C, 
preferably of 25,350 C. The aeration becomes preferably 0.5 to 5 liters air per minute per liter 
culture broth supplied. The conversion of the substrate becomes appropriately followed by thin 
section-chromatographic analysis of sample excerpts. 

The fermentation duration amounts to about 20 to 80 hours. 

The aspergillus needed for this first reaction step ochraceus strains are to the professional 
world with recognized micro organism collections free at the disposal. Suitable strains are for 
example: Aspergillus ochraceus CBS 13,252, ATCC 1008, ATCC 12,337, ATCC 18,500 or NRRL 
405. 

After terminated hydroxylation the obtained hydroxy compound becomes appropriately not 
Isolated, but the fermentation beginning with 6 to 24 hour old a culture of Arthrobacter 
simplex or bacillus sphaericus staggered, the which bottom conditions prepared became, which 
one lies usually to the rearing of bacterial cultures the used breeding temperature within the 
range of 20 - 400 C, preferably of 25 - 350 C. The aeration becomes preferably 0.5 to 5 liters 
air per minute per liter Kulturbruhe supplied. 



For this second reaction step the Arthrobacter simplex or bacillus sphaericus strains is 
available likewise with recognized micro organism collections free. 

Suitable strains are for example: Arthrobacter simplex IFO (3530), ATCC 13,260 and AtCC 
6,946 or bacillus sphaericus ATCC 7,054, ATCC 7,055, ATCC 12,488 or ATCC 13,805. 

The course of the second Reaktionschritts becomes likewise analytic, for example thin section- 
chromatographic, followed. The fermentation duration of this step amounts to about 40 to 80 

hours. 

After made fermentation the fermentation products become in actual known manner isolated. 
The isolation can take place for the example in the manner that one does not restrict the 
fermentation beginnings with one with water mixable organic solvents such as ethyl acetate, 
butyl acetate or methyl isobutyl ketone, extracted, the extracts and the so obtained crude 
products if necessary by chromatography and/or crystallization cleans. 

Prefered starting compounds of the invention process are such the general formula II, which as 
Sustituenten R a methyl group or an ethyl group inertial. 

The subsequent embodiments serve for the explanation of the invention process. These 
examples describe in addition the use of the compound of the formula I with R in the 
importance of a methyl group to the synthesis of pharmacological effective substances of the 
formula III in accordance with claim 2. In the similar manner the remaining compounds of the 
formula can become I in pharmacological effective substances of the formula III transfered. 

Example 1 
E!MI4.1 

2 litre Erlenmeyer flasks, which contains 500 ml 30 minutes with 1200C in autoclaves sterilized 
broth from 1% Corn steep liquor, 1.25 1 Sojabohnenmehlund 0.005 X soya oil, with an oblique 
tube culture of the strain aspergillus is inoculated ochraceus (ATCC 1008) and 21/2 days on a 
rotary shaker shaken. 

With 250 ml this rearing culture 20 a litre before fermenter is inoculated, which is with 15 1 60 
minutes of a medium sterilized at 1210C and 1.1 bar overpressure, existing from 1 X Corn 
steep liquor, 1 X soy bean flour and 0.005 X soya oil, adjusted on pH 6.2, filled. Bottom 
addition of silicone sports club as antifoams becomes at 290C and 0.7 bar overpressure bottom 
aeration (15 1/Min.) and agitation (220 UJMin.) 24 hours germiniert. 

Afterwards 0.9 liters of this culture bottom sterile conditions removed and thus 50 a litre main 
fermenter are inoculated, which are with 15 liters sterilized nutrient medium of the same 
composition as the Vorfermenterkultur charged. After an increasing phase of 12 hours of 
bottom Vorfermenterbedingungen a sterile-filtered solution of 10,5 g 19-Nortestosteron in 150 
ml dimethylformamides becomes added and other agitated and aerated. The course of the 
fermentation becomes controlled by removal of samples, which become chromatographic 
analyzed by means of methyl isobutyl ketone extracted and thin section. After a contact time 
of approx. 60 hours is the hydroxylation complete. 

Parallel ones to the hydroxylation become in second 
Fermenter 15 1 liquid nutrient medium, existing out 

1 Z yeast extract, 0.5% Corn steep liquor and 0.05 I strong sugar sterilized, with 250 ml a 2- 
tagigen Arthrobacter simplex - culture (ATCC 6946) inoculates and bottom aeration (15 
1/Min.) and agitation (220 rpm.) with 30 " C germiniert. The time of the inoculation is to be 
selected with the fact in such a way that the culture with completion of the hydroxylation an 
increasing phase of approx. 18-24 hours more rear itself has. Then becomes the entire 
bacterial culture in the half substrate fermenter transfered and with the A. ochraceus - culture 
combined. The Bebriitung becomes the bottom conditions continued and aromatizing using 
specified above now further thin section-chromatographic followed. 



After other 60-70 hours contact time isfauch aromatizing terminated. Tlie culture broth 
becomes now with the half of their volume and subsequent still twice with 1/3 of the volume at 
methyl isobutyl ketone extracted, the extracts combined and in the vacuo dry evaporated. To 
one-to removal of the antifoam 2 hours with hexane agitates the residue, whereby the hexane 
becomes several times replaced and crystallized finally from acetone over. 

One receives 8.2 g 3, lla Dihydroxy I, to 3 ' 5 (10) - -17-on of the melting point 267-2690C 
ostratrien. 

Use of the procedure product: A. 3-Benzyloxy-lla-hydroxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-17-on 
To a suspension from 4 g 3, lla-Dihydroxy-1,3,5 (10) - - 6stratrien-17-on and 19.2 g 
potassium carbonate in 230 ml 

Acetone drips one with room temperature 3.2 ml benzyle bromide in 30 ml acetone and 
agitates subsequent 5 Stun with 600C. After the cooling one pours in approx. 2 1 
Water and extracted with methylene chloride. Kristalli sation the crude product from methanol 
results in 5.19 g of the title compound of the Schmp. 154-156 C [a] 20 = (CHC13, C = 0.5). 

b. 3-Benzyloxy-17,17-ethylidendioxy-l,3,5 (10) - east RA trien I la-oil 

One heated 5.19 g bottom A. obtained benzyle ether, 5,33 ml ethylene glycol and 126 mg p- 

toiuenesulfonic acid in 

200 ml benzene 2 hours at the water separator. After that 
One washes cooling with gesatt. NaHC03-L6sung and entire. 

Saline and restricts. One receives 5.6 g of the ketal as colorless oil, [a] to D20 = -63.7 (CHCI3, 
C = 0.5). 

0 C. 3-Benzyloxy-lla-ethoxy-l,3,5 (10) - ostratrien-17-on 

To a suspension of 642 mg, cooled on 0 C 

Sodium hydride in 30 ml dimethylformamides one drips one 

Solution of 900 mg of the bottom b. obtained ketal in 

and 15 min. agitate 15 ml DMF. after. One adds subsequent ones 

2,27 ml Bromethan in addition and agitates 16 hours with 25 C. 

Whereupon one pours in ice water and extracted also 

lyiethylene chloride. After restricting one receives 906 mg of a crude product, that without 
other purification in 20 ml 

Dioxan dissolved and after addition of 4 ml 4N-HC1 90 min. 

- becomes with 50 C agitated. Subsequent ones one pours in water, extracted with methylene 
chloride and restricts. After 

One receives 780 mg of the titles 20 connection to crystallization from methanol from the 
Schmp. 132-135 C, [a] D20 =-23 (CHCI3, C =0,5). 

3-Benzyloxy-lla-methoxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-17-on 

One receives analogous ones from 1,2 9 ketal with replacement from ethyl bromide by iodine 
methane (1.6 ml) 930 mg of the lla Meth oxy compound from the Schmp. 148-1500C 

(diisopropyl ether). 

3-Benzyloxy-lla-propoxy-l, S, 5 (10) - dstratrien-17-on 

With use of l-Brompropan (1.9 ml) one receives 710 mg of the lla Propoxy compound from 1,1 
g of the ketal from the Schmp. 1030C (hexane). r, 720 = 2.10 (CHC13, c=0,5). 

D. lla-Ethoxy-3-hydroxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-17-on 

A solution of 650 mg 3-Benzyloxy-lla-ethoxy-l,3,5 (10) - - 6stratrien-17-on in 35 mi ethanol 
and 35 ml ethyl acetates we & after addition of 650 mg palladium coal (10% Pd) 
Space temp, and normal pressure hydrogenated. After uptake of 

35 ml H2 (1.5 h) by the catalyst and concentrated is abtiltriert. Crystallization of the crude 



product from hexane results in 503 mg of the title compound of the Schmp. 174-1760C, 20 [a] 
D20 = -30.6 (CHCI3, C = 0.5). 

One receives analogous ones: 3-Hydroxy-ila-methoxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-17-on 5 of the 
Schmp. 208-210 C and 

3-Hydroxy-ll - propoxy-1,3,5 (10) - 6stratrien-17-on 

20 of the Schmp. 182-183 C (hexane), (aluminium =-31,2 (CHCI3, C = 0.5). 
e. 17 - Ethinyle - ethoxy-1,3,5 (10) - 6stratrien-3,17B-diol 

The Ethinylierung that bottom D. obtained 17-Ketone it follows after 22 27 492 Verfanren 
described in DOS. 

In this way one receives: 17a-Ethinyl-lla-ethoxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-3,17ss-diol of the 
Schmp. 213-2170C (diisopropyl ether), yield 90X, 20 = -140 (CHC13, = (CHCI3' 17a-Ethinyl- 
llc-methoxy-1,3,5 (10) - 6stratrien-3,17ss-diol, Schmp. 279-281 C, [a] 20 = -147 (CHC13, 
c=0,5). 

D = 17a-Ethinyl-lla-propoxy-l,3,5 (10) - 6stratrien-3,17B-diol, 
20 [a] D = -131 (CHCI3, C = 0.5). 

Example 2 
EI^IS.l 

The bottom conditions of the example la to 50 litre fermenters, which contains 15 liters 
aspergillus ochraceus of a culture, are incublert 15 g 18-Methyl-19-nor-4-ostren-3,17-dion, 
dissolved in 200 ml DMF, added and 36 hours. 

Subsequent one becomes the approach with 15 1 24 hours of a before-cultured Arthrobacter 
simplex - culture combined and other 63 hours aerobic fermented. 

To the isolation of the conversion product extracted one the culture broth with methyl Isobutyl 
ketone, to dry one evaporates the extract, the remote antifoam by washing with hexane and 
chromatography ore the crude product over a gravel gel column (elution by means of 
dichloromethane + 12X acetone). 

After crystallization from methanol/hexane one receives - 6stratrien-17-on to 6.3 g 3,11a- 
Dihydroxy-18-methyl-l,3,5 (10) from the melting point 263-2640C. 
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Claims 



1. Method to the production of 3, lla-Dihydroxy-1,3,5 (10) - Ostratrien derivatives of the 
general formula I 

EMIlO.l 

where R means an alkyi moiety with maximum 4 carbon atoms, characterised in that one a 3- 

Oxo-4-6stren-Derivat of the general formula II 

EMI10.2 

where R possesses the above importance and X and Y represents a common oxo group or an 
hydroxy group and a Y represent an hydrogen atom to X, with a culture of aspergillus 
ochraceus and post. 

made hydroxylation with a culture of Arthrobacter simplex or bacillus sphaericus fermented. 

2. Use of 3, lla-Dihydroxy-1,3,5 (10) - ostratrien 

Derivatives of the general formula I according to claim 1 to the production of steroids of the 

general formula III 

EI^Ul.l 

where R and R' an alkyI moiety with maximum 4 carbon atoms mean. 
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Claims 

1. I^lethod to the production of 3, lla-Dihydroxy-1,3,5 (10) - Ostratrien derivatives of the 
general formula I 

EIMIIO.I 

where R means an alky! moiety with maximum 4 carbon atoms, characterised in that one a 3- 

Oxo-4-6stren-Derivat of the general formula II 

EI^IIO.2 

where R possesses the above importance and X and Y represents a common oxo group or an 
hydroxy group and a Y represent an hydrogen atom to X, with a culture of aspergillus 
ochraceus and post- 
made hydroxylation with a culture of Arthrobacter simplex or bacillus sphaericus fermented. 

2. Use of 3,lla-Dihydroxy-l,3,5 (10) - ostratrien 

Derivatives of the general formula I according to claim 1 to the production of steroids of the 

general formula III 

ElMUl.l 

where R and R' an alkyI moiety with maximum 4 carbon atoms mean. 
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@ Verf ahren zur Herstellung von 3,1 1.alpha-DihYdroxy-1,3,5{10|-6stratrien-Derivaten. 

@ Es ist ein Verfahren zur Herstellung von 3,1 1o- Kultur von Aspergillus ochraceus und nach erfolgter Hydro- 

Dihydroxy- 1, 3, 5(10)-6stratrlen-Derivaten der allgemeinen xylierung mit einer Kultur von Arthrobacter simplex Oder 

Pormei I Bacillus sphaericus fermentiert 

0 Die Verbindungen der Formel I sind Zwischenprodukte 

'^11 zur Herstellung phannakologisch wirksamer Steroide. 

m 




besclirieben, worin 

R einen Alkylrest mit maximal 4 IColilenstoffatomen bedeu- 
^ tet, welches dadurch gelcennzeichnet ist, daB man ein 
^ 3-Oxo-4-6stren-Derivat der allgemeinen Formel II 

0) 




worin R die obengenannte Bedeutung besittt und X and Y 
*V gemeinsam eine Oxogruppe darstellen oder X eine Hydroxy- 
Uj gruppe und Y ein Wasserstoffatom darstellen, mit einer 
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Die Erfindung betrifft das in_ den Patentanspriichen gekenn- 
zeichnete Verfahren und die Uerwendung der dabei erhaltenen 
Verfahrensprodukte. 

3,lla-Dihydroxy-l,3,5ClO)-ostratrien-Derivate der allgemeinen 
Formel I gemaQ Anspruch 1 sind wichtige Zwischenprodukte 
zur Partialsynthese pharmakologisch wirksamer Steroide. 

Es ist bekannt, daQ Steroide mit aromatischem A-Ring als 
Substrate fiir mikrobiologische Umsetzungen wenig geeignet 
sind (K.Kieslich, Steroid Conversions, in R.H. Rose Micro- 
biol. Bioconversions, Academic Press 1981, 425). Die an 

4 5 
3-Qxo-A - Oder 3-Hydroxy-A -steroiden in hohen Ausbeuten 

durchfuhrbare lla-Hydroxylierung (W. Carney and H.L. Herzog, 
Microbial Transformations of Steroids, Academic Press 1967) 
ist auf dstron und Qstradiol nicht ubertragbar. Oberraschen- 
derweise erhalt man rait Hilfe des er f indungsgemaBen Ver- 
fahrens in hohen Ausbeuten die lla-Hydroxy verbindungen 
des d^tradiols und seiner 18-Alkylhomologen. 

Der erste Reaktionsschritt des erfindungsgemaBen Verfahrens 
wird unter den Bedingungen durchgefuhrt, die man Oblicher- 
. «^eise bei der mikrobiologischen Hydroxylierung von Steroiden 
mit Pilzkulturen anwendet. So werden zunachst in allgemein 
ublichen Vorversuchen die giinstigsten Fermentationsbedin- 
gungen, vie zum Beispiel Auswahl des gunstigsten Nahrmediums, 
des geeigneten Substratlosungs- oder Suspensionsmittels, 
der Substratkonzentration, der technischen Bedingungen 
vie Temperatur, B-eliiftung, pH-Wert und der optimalen Zeiten 
fur Germination,. Substratzugabe und Substratkontakt am 
Enzym des Mikroorganismus analytisch, insbesondere dQnn- 
schichtchroroatographisch, ermittelt. 
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Dabei hat sich gezeigt. daQ es zweckmaOig ist, Konzentrationen 
von etura 100 - 2 000 mg Substfat pro Liter NShrmediun. einzu- 
setzen. Der pH-Wert tfird vorzugsvreise auf einen Wert im 
Bereich von 5 - 7 eingestellt. Die Zuchtungstemperatur 
liegt im Bereich von 20 - 40° C, vorzugs«/eise von 25 - 
55" C. Zur BelOFtung werden vorzugsweise 0,5 bis 5 Liter 
Luft pro Minute pro Liter KuUurbruhe zugefuhrt. Die Un.wendlung 
des Substrates wird z»eckmaBigerweise durch dunnschxcht- 
chromatographische Analyse von Probeextrakten verfolgt. 
Die Fermentationsdauer betragt et»a 20 bis BO Stunden. 

Die fur diesen ersten Reaktionsschritt benotigten Aspergillus 
cchraceus Stacncne stehen der Fachwelt bei anerkannten Hxkro- 
organisn,en-San.n,lungen frax zur VerfOgung. Geeignete Stamn.e 
sind beispielsweise: Aspergillus ochraceus CBS 15 252, 
ATCC 1008, ATCC 12 337. ATCC 18 500 Oder NRRL A05. 

Nach beendeter Hydroxylierung wird die erhaltene Hydroxy- 
verbindung zweck..Biger.eise nicht isoliert ^"^^ 
Per.entationsansatz mit einer 6 bis 24 

von Arthrobacter simplex oder Bacillus sphaerxcus versetzt, 
.elche unter den Bedingungen hergestellt wurde, dae man 
Ublicherweise zur Anzucht von Bakterienkulturen verwendet. 

Oie ZOchtungstemperatur liegt im ^^l^^;^ ^^^^^^^ 

-ute pro Li.er Kul.u...OHe .ugefOhr. 

Die fur diesen zweiten Reaktionsschritt Arthrobacter simplex 
Oder Bacillus sphaericus Stamme stehen ebenfalls hex aner- 
kannten Mikroorganisn^en-Sammlungen frei zur Verfugung. 
Geeignete St.mme sind beispiels^eise: Arthrobacter sxmplex 
irO 3530). ATCC 13 260 und AtCC 6 9.6 " 
ricus ATCC 7 054. ATCC 7 055, ATCC 12 488 oder ATCC 13 805. 
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Der Verlauf des zweiten Reaktionschritts wird ebenfalls 
analytisch, beispielsweise diinnschichtchromatographisch, 
verfolgt. Die Fermentationsdauer dieses Schrittes betragt 
etvia 40 bis 80 Stunden. ' 

Nach erfolgter Fermentation werden die Fermentationspro- 
dukte in an sich bekannter Weise isolxert. Die Isolierung 
kann zum Beispiel in der Weise erfolgen, daB man die Fer- 
mentationsansatze mit einem nicht mit Wasser mischbaren 
organischen Losungsmittel vie i^thylacetat , Butylacetat 
Oder Methylisobutylketon, extrahiert, die Extrakte einengt 
und die so erhaltenen Rohprodukte gegebenenf alls durch 
Chromatographie und/oder Kristallisation reinigt. 

Beuorzugte Ausgangsverbindungen des erf indungsgemaSen Uer- 
fahrens sind solche der allgemeinen Formel II, welche als 
Sustituenten R eine Methylgruppe Oder eine Ethylgruppe 
tragen. 

Die nachf olgenden Ausfuhrungsbeispiele dienen zur Erlaute- 
rung des erf indungsgemaQen Verfahrens. Diese Beispiele 
erlautern daruberhinaus die Verwendung der Verbindung der 
Formel I mit R in der Bedeutung einer Hethylgruppe zur 
Synthase von pharmakologisch wirksamen Substanzen der Formel 
III gemaO Patentanspruch 2. In der gleichen Weise konnen 
die ubrigen Verbindungen der Formel I in pharmakologisch 
wirksame Substanzen der Formel III iiberfuhrt werden. 
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Beispiel 1 




Ein Z Liter-Erlenmeyerkolben, der 500 ml einef 30 Hinuten 
bei UO^'C in. Autoklaven sterilisierten NShrlSsung aus 1% 
corn steep liquor, 1.25% Sojabohnenmehl und 0.005 % So3a61 
enthalt. wird mit einer SchrSgrShrchen-Kultur des Stammes 
Aspergillus ochraceus (ATCC 1008) beimpft und 21/2Tage 
auf einem RotationsschUttler geschOttelt. 
Hit 250 ml dieser Anzuchtskultur wird ein 20 Liter-Vorf er- 
menter beiapft. der mlt 15 1 elnes 60 Hinuten bei 121 C 
und 1.1 bar iiberdruck sterilisierten Mediums. bes_tehend 
aus 1% corn steep, liquor. 1 % Soj abohnenmehl und 0.005 % 
Sojaai. eingestellt auf pH 6.2. gefQllt ist. Unter Zugabe 
von Silicon SH als Antischaummittel wird bei 29-C und 
0.7 bar Oberdruck unter BelQftung (15 1/Hin.) und RQhren 
(220 U/Hin.) 24 Stunden gerrainiert. 
Danach werden 0.9 Liter dieser Kultur unter sterilen 

d n ungen ent;ommen und damit ein 50 Uiter-Hauptf ermenter 
beimpft. der mit 15 Liter steril isiertem KShrmedium der 
gleichen Zusammensetzung wie die Vo'rfermenterkultur be- 
schickt ist. Nach einer Anwachsphase von 12 Stunden unter 
Vorfermenterbedingungen wird eine sterilf iltrierte LQsung 
von 10.5 g 19-Nortestosteron in 150 ml Dimethylf ormamid 
.inzugegeben und waiter geruhrt und belQftet. Der Verlauf 
Ir Fermentation wird durch Entnahme von P^^^-/-^;//;;'' 
die mittels Methyl isobutylketon extrahiert und 
cbromatographisch analysiert werden. Nach 
von ca. 60 Stunden ist die Hydroxy lierung vollstfindig. 
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Parallel zur Hydroxy 1 ierung werden in einem zweiten 
Fermenter 15 1 flussiges Nahrmedium, bestehend aus 
1% Hef eextrakt , 0,5 % Corn steep liquor und 0.05% 
Starkezucker steri 1 i siert . rait 250 ml einer 2-tagigen 
Arthrobacter simplex - Kuitur (ATCC 6946) beiropft und 
unter Beluftung (15 1/Min.) und ROhren (220 U/Hin.) 
, bei 30«'C germiniert. Der Zeitpunkt der Beirapfung ist 
dabei so zu wahlen, daB die Kuitur bei Beendigung der 
Hydroxyl ierung eine Anwachsphase von ca. 18-24 Stunden 
hinter sich hat. Sodann wird die gesamte Bakterien-Kultur 
in den halbgef Qllten Substratfermenter uberfQhrt und mit 
der A. ochraceus - Kuitur vereinigt. Die BebrQtung wird 
unter den oben genannten Bedingungen fortgesetzt und die 
nun einsetzende Aromatisierung weiterhin dQnnschlcht- 
chromatographisch verfolgt. 

Nach we^iteren 60-70 Stunden Kontaktzeit isf auch die 
Aromatisierung beendet. Die KulturbrQhe wird nun rait, 
der Halfte ihres Volumens und anschlieBend noch zweimai 
mit 1/3 des Volumens an Methyl isobutylketon extrahiert, 
die Extrakte vereinigt und im Vakuuin zur Trockne einge- 
dampft. Den Ruckstand ruhrt man zur Entfernung des Anti- 
schaummittels 2 Stunden rait Hexan, wobei das Hexan mehr- 
mals ersetzt wird und kristallisiert schlieBlich aus 
_.Aceton um. 

Man erhait 8,2 g 3.11a-Dihydroxy-i ,3,5(10)-6st^at^ien- 
-17-on vom Schraelzpunkt 267-259''e. * 



Verwendung des Verf ahrensprodukts: 

a . 3-Benzy loxy-1 la-hydroxy-1 ,3 ,5( 10)-5stratr ien-17-on 

Zu einer Suspension aus 4 g 3,lla-0ihydroxy-1.3,5(10)- 
-ostratrien-17-on und 19,2 g Kal iumcarbonat in 230 ml 
Aceton tropft man bei Raumtemperatur 3,2 ml Benzyl- 
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bromid in 30 ml Aceton und rUhrt anschl ieliend 5 Stun- 
den bei 50«C. Nach dem AbkGhlen gielit man in ca. 2 1 
Wasser und extrahiert mlt Methylenchlorid. Kristalli- 
sation des Rohprodukts aus Methanol ergibt 5.1^9 g 
der Titelverbindung voin Schrap. 154-156°C. [a]jj = -9.5" 
(CHCI3, c = 0,5). 



3-Ben2yloxy-17.l7-ethylidendioxy-1.3,5{10)-ostra- 
trien-lla-ol 

Man erhitzt 5,19 g des unter a. erhaltenen BenzyUthers. 
5 33 ml Ethylenglykol und 126 mg p-Toluolsulf onsSure in 
ZOO ml Benzal 2 Stunden am Hasserabscheider. Nach dem 
Abkuhlen wascht man mlt gesStt. NaHCOg-LSsung und gesatt. 
Kochsalziesung und engt ein. Man erh31t,5,6 g des Ketais 
als farbloses 81. [al|0 = -63.7 {CHCI3. c=0.5). 

3-Benzyloxy-lla-ethoxy-l,3.5(lO).5stratrien-17-on 

Zu einer auf 0»C gekuhlten Suspension von 642 mg 
Natriumhydrid in 30 ml Dimethylf ormamid tropft man eine 
Losung von 900 mg des unter b, erhaltenen Petals in 
15 ml DMF und ruhrt 15 Hin. nach. AnschUeBend fOgt man 
2 27 ml Bromethan hinzu und ruhrt 16 Stunden bei 25 C. 
Oarauf giefit man In Eiswasser und extrahiert mit 
Methylenchlorid. Nach dem Einengen erhSlt man 906 mg 
eines Rohprodukts. das ohne weitere Reinigung in 20 ml 
Oioxan geisst und nach Zusatz von 4 ml 4N-HC1 0 Hin 
bei 50-C gerflhrt wird. AnschUeBend gieBt man in Hasser. 
extrahiert mit Methylenchlorid und engt ein. Kach 
Kristallisation aus Methanol erhSlt man 780 mg der Titel- 
verbindung vom Schmp. 132-135«'C. » -23 (CHCI3. 

c=0.5). 
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3-Benzyloxy-l la-methoxy-l ,3,5(1 0)-C5tratrien-17-on 

Analog erhSlt man aus 1,2 g Ketal bei Ersatz von Ethyl- 
bromid durch Jodmeth'an (1,6 ml) 930 mg der lla-Heth- 
oxy-Verbindung vom Schmp. US-IBO'C (Dilsopropylether). 

3-Benzyloxy-lla-propoxy-l ,3,5{10)-estratrien-17-on 

Bei Verwendung von l-Brompropan (1,9 ml) erhait roan 
aus 1,1 g des Ketals 710 rag der lla-Propoxy-Verbindung 
vom Schmp. 103«C (Hexan). [a3p° = -22,1" (CHCI3. CsO.5). 

lla-Ethoxy-3-hydroxy-1.3,5(10)-5stratrien-17-on 

Eine L5sung von 650 mg a-Benzyloxy-llo-ethcxy-l .3.5(10)- 
-astratrien-17-on in 35 ml Ethanol und 35 ml Essigester 
wir*. nach Zusatz von 650 mg Palladiumkohle (10% Pd) tei 
Raumterap. und Norma Idruck hydriert. Nach Aufnahme von 
35 ml (1,5 h) wird vom Katalysator _abf lltriert und 
eingeengt. Kri stall isat ion des Rohprodukts aus Hexan 
ergibt 503 mg der Titelverbindung vom Schmp. WA-nS^C, 
' [o]g° » -30, (CHCI3. c»0,5). 

Analog erhSlt man: 

3-Hydroxy-na-raethoxy-1.3.5(10)-8stratrien-17-on. ,• , 
vom Schmp. aOB-aiCC und : : ' ' '■V'r^\-'x-\\^il.'^ 

3-Hydroxy-lla-propoxy-1.3.5(lD)-Bstratrien-17-on 
vom Schmp. 182-183'»C (Hexan). [a3^° = -31 .2«' {CHCI3; 
c = 0.5). 

e. 17o-Ethinyl-lla-ethoxy-l ,3,5(10)-6stratrien-3,17B-diol 
Die Ethinyl ierung der unter d. erhaltenen 17-Ketone er- 
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folgt nach den; in DOS 22 27 492 beschriebenen Ver- 
f anren. 

Auf diese Weise erhSIt man: 

17a-EthinyI-lla-ethoxy-l ,3.5{10)-estratrien-3.17B-diol - 
vom Schmp. 213-217"C (Diisopropylether) , Ausbeute 90%, 
[o]|° = -140" {CHCI3. c = 0,5). 

17a-Ethinyl-Ua-raethoxy-l ,3 ,5( 10)-8stratrien-3,17B-diol , 
Schmp. 279-281«'C, [aJ^O = -I47MCHCI3, c=0.5). 
17a-Ethinyl-lla-propoxy-l ,3,5(10)-6stratrien-3,l7B-diol, 
[aj^° = -131° (CHCI3. c = 0,5). 



Unter den Bedingungen des Belspiels la werden zu elnen 
50 Liter-Ferraenter, der 15 Liter einer Aspergillus ochraceus- 
Kultur enthSlt. 15 g lB-Methyl-19-nor-4-5stren-3,17-dion, 
gelost in 200 ml DHF, zugegeben und 36 Stunden incubiert. 
AnschlieBend wird der Ansatz rait 15 1 einer 24 Stunden vor- 
kultivierten Arthrobacter simplex - Kultur vereinigt und 
weitere 63 Stunden aerob f erntentiert . 

Zur Isolierung des Umwandlungsprodukts extrahiert man die 
Kulturbriihe mit Methyl i sobutylketon , darapft den Extrakt 
zur Trockne ein, entfernt das Antischaummittel durch Haschen 
mit Hexan und chromatographiert das Rohprodukt Qber eine 
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Kieselgelsaule (Elution mittels Dichlormethan + 12% Aceton). 
Nach Kristall isation aus Methanol/Hexan erhSlt man 6,3 g 
3,lla-Dihydroxy-I8-methyl-l,3,5(10)-5stratrien-17-on 
vom Schmelzpunkt 253-264''C. 



0114S84 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von 3 ,lla-Dihyd^oxy-l,3,5(10)- 
ost^at^ien-De^ivaten der allgemeinen Formel I 



HO. 




(I), 



worin 

R einen Alkylrest mit maximal h Kohlenstoffatomen bedeutet, 
dadurch gekennzeichnet, daQ man ein 3-0xo->4-5stren-Derivat 
der allgemeinen Formel II 




worin R die obengenannte Bedeutung besitzt und X und 

Y gemeinsam eine Oxogruppe darstellen oder X eine Hydroxy- 

gruppe und Y ein Vasserstoffatom darstellen, 

mit einer Kultur von Aspergillus ochraceus und nach 

erfolgter Hydroxylierung mit einer Kultur von Arthrobacter 

simplex oder Bacillus sphaericus fermentiert. 



- / - 
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Verwendung von 3 , lla-Dihydroxy-1 , 3 , 5(10)-ostratrien- 

Derivaten der allgemeinen Formel I gemaQ Anspruch 1 

zur Herstellung von Steroiden der allgemeinen Formel III 




(III), 



worin R und R' einen Alkylrest mit maximal 4 Kohlenstoff- 
atomen bedeuten. 



